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Oases assemblies  h73  h71  h69  h65 
Total length raw   64210402  71091249  78142810  92425549 
Sum of contig length  64202018  71077384  78128281  92407688 
Number of contigs   78958  84777  90219  101874 
Undetermined Bases   272  471  704  1024 
Breaks   79043  84909  90437  102175 
Ambiguous Bases   0  0  0  0 
N50   1281  1347  1420  1519 
Counts to reach N50   14877  15870  16677  18653 
Average length   813  838  865  907 
Maximum length   33628  27144  48122  28252 
Number of mapped reads  1675837  1628405  1635649  1582614 
% Mapped reads  83,8  81,4  81,8  79,1 
Number of properly paired  1409596  1388622  1471812  1305114 











Oases assemblies  h65  h63  h61  h59 
Total length raw   23356991  26769405  30169811  33716669 
Sum of contig length   23354953  26767086  30167502  33714208 
Number of contigs   72179  81480  90102  98916 
Undetermined Bases   154  259  472  528 
Breaks   72218  81557  90227  99049 
Ambiguous Bases   0  0  0  0 
N50   321  332  344  357 
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Counts to reach N50   24503  26788  28715  30446 
Average length   323  328  334  340 
Maximum length   7378  7378  7553  7378 
Number of mapped reads   917284  976548  984141  940822 




















































































































































Oases assemblies  h97  h95  h71  h79 
Total length raw  150371  558258  19777424  22084388 
Sum of contig length  148850  550253  19658715  21995157 
Number of contigs  260  1161  51179  59458 
Undetermined Bases  0  0  0  0 
Breaks  260  1161  51179  59458 
Ambiguous Bases  0  0  0  0 
N50  668  469  433  424 
Counts to reach N50  72  347  13596  15387 
Average length  572  473  384  369 













































































Oases assemblies  h19  h17  h15  h13 
Total length raw   21458  50571  80274  10841 
Sum of contig length  21458  50571  80274  10841 
Number of contigs   95  225  410  78 
Undetermined Bases   0  4  39  0 
Breaks   85  226  424  78 
Ambiguous Bases   0  0  0  0 
N50   258  234  179  142 
Counts to reach N50   18  32  91  30 
Average length   225  224  195  138 
Maximum length   1962  2813  3236  246 
Number of inserts  16876845  16876845  16876845  16876845 
Number of mapped inserts  4260539  4857992  5233211  878016 




Oases assemblies  h21  h19  h17  h15 
Total length raw   558  5579  26527  41743 
Sum of contig length  558  5579  26527  41743 
Number of contigs   5  43  190  313 
Undetermined Bases   0  3  6  41 
Breaks   5  44  193  324 
Ambiguous Bases   0  0  0  0 
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N50   106  126  133  125 
Counts to reach N50   2  17  69  123 
Average length   111  129  139  133 
Maximum length   132  236  1045  565 
Number of inserts  15516911  15516911  15516911  15516911 
Number of mapped inserts  58543  323367  611378  468833 





























































































genome  3588  4087  4487
ASPV Palampur, 
FR694186.1  2881  8613  1085
ASGV Yoshikawa, 
D14995.2  748  630  53
ACLSV Jelkmann, 














































Virus  3588  4087  4487 
ASGV  48  47  19 
ASPV  28  22  10 
AGcV  1  1  1 
CEVd  16  16  8 































ACLSV  3588  60  65  12  7552 
4487  50  78  12  5572 
4087  31  31  9  7566 
ASPV  3588  181  437  6  9117 
4487  145  366  7  9317 
4087  13  15  3  9373 


































4487  1  127  1  4112 
4087  1  6  1  9373 
ASGV  3588  3  1  3  6521 
4487  3  1  3  6474 


































































































 Probe/Contig  3588  4087  4487 
3588/9117  ‐ ‐  ‐
4087/9317  + +  +
4487/9316  ‐ ‐  +
3588/7552 
4487/7566  ‐  ‐  + 
3588/6521  ‐ ‐  ‐
 
   
 4087con6474
 4487con6516
 3588con6521
 AC (JX080201)
 p12 (HE978837)
 CTLV-LCd-NA-1 (FJ355920)
 CTLV-Kumquat1 (AY646511)
 YTG (KJ579253)
 gp1 (D14995)
 T47 (KF434636)
 HH (JN701424)
 CHN (JQ308181)
100
100
100
96
100
100
100
71
95
0.02
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5. Diskussion der Ergebnisse 
Im Projekt wurden bioinformatische Abläufe beschrieben, welche zur Analyse von Nukleotid‐ und 
Proteinsequenzen unbekannter Pflanzenpathogene aus NGS Daten geeignet sind. Zwei Abläufe 
wurden entwickelt: in einem Ablauf wurde nach einem pfropfübertragbaren Pathogen als 
Verursacher von ARW gesucht; in einem zweiten Ablauf wurden Mischpopulation latenter Apfelviren 
analysiert. Im Fall von ARW mit einem unbekannten potentiellen Pathogen wurde das gesamte 
Apfeltranskriptom de novo assembliert und auf mögliche Erreger untersucht. Da es sich um ein 
pfropfübertragbares Agens handelt, lag der Focus auf der Suche nach Viren bzw. Viroiden.   
Latente Apfelviren wurden mittels NGS aus dsRNA analysiert. Im Gegensatz zu den Arbeiten bei ARW, 
bei denen eine Kontrolle der Indikatorsorte Lord Lambourne sequenziert wurde, diente das Genom 
von Golden Delicious als Referenz. Die bioinformatischen Werkzeuge waren entweder Velvet/Oasis 
oder Trinity Applikation.  
In beiden NGS Datensätzen wurden hohe Kontaminationen mit pflanzlichen Sequenzen festgestellt. 
Dies obgleich ribosomale RNAs mittels RiboZero Kit (Illumina, CA, U.S.A.) entfernt worden waren.   
Die Blastn und RefSeq Suche von ARW Reads entdeckte viele Sequenzen von Bakterien, Pilzen, Viren 
und Arthropoden. Keine davon war unmittelbar Pflanzenpathogenen zuzuordnen. Mit BlastX wurden 
einige virale Proteine entdeckt. Hiervon gehörten zwei zu Phleboviren, einer Gattung von Viren, der 
keine Pflanzenviren angehören. Allerdings gehören diese Viren in die Familie der Bunyaviridae, zu 
welcher die Gattung der Tospoviren gehört. Letztere sind die einzigen Pflanzenviren in der Familie.  
Außerhalb des Projektes wurde im Rahmen der Deutsch‐Kanadischen Zusammenarbeit in der 
Agrarforschung ein neues negative strand RNA Virus in zwei Varianten gefunden. Dies sowohl in 
Kanada als auch in den NGS Proben des Projektes. Die Viren wurden vorläufig mit ARWaV‐1 und 
ARVaV‐2 bezeichnet. PCR Versuche werden derzeit im JKI und beim CFIA in Kanada mit dem Ziel 
durchgeführt diese beiden Viren als potentielle ARW‐Pathogene weiter zu untersuchen. 
Die bioinformatische Analyse von NGS Reads wies auch auf einige generelle Probleme hin: Zunächst 
wurden irreführende Sequenzeinträge in der Datenbank entdeckt, z.B. pflanzliche Genabschnitte, 
welche pflanzenvirale Sequenzen enthielten. So erschienen in Alignments falsch positive Ergebnisse 
zu Cucumber mosaic virus.  Nicht zutreffend hinterlegte Datenbankeinträge führten ebenso zu falsch 
positiven Ergebnissen, z.B. mit der als Yukatan Isolat von Citrus exocortis viroid (CEVd) hinterlegten 
Sequenz.  
Die NGS Untersuchungen zu latenten Apfelviren in Mischinfektionen wiesen bis auf ASGV eine 
nahezu vollständige Abdeckung auf. Die Ergebnisse wiesen durch neu entdeckte Stämme von ASPV, 
ACLSV und ASGV auf eine hohe Variabilität der Viren hin.  
In der Literatur vorliegende Daten weisen auf eine Verminderung von Lignin in ARW infizierten 
Proben durch eine veränderte Ligninbiosynthese hin (Beakbane and Thompson, 1945; Waterworth, 
1969). Die Analyse der Expression mit der Synthese von Lignin verbundener Gene ergab 
Unterschiede zwischen gesunden und ARW infizierter Apfelproben. Gefunden wurde eine geringere 
Genexpression in drei von vier untersuchten Genen und die Erhöhung bei einem Gen. Strukturelle 
Analysen mittels FT‐IR von ARW Proben zeigten irreguläre Muster von Lignin und Zellulose im 
Vergleich zur gesunden Kontrolle. Um aussagefähigere Daten zu erhalten werden die Arbeiten in 
Zusammenarbeit mit dem ÖPV Institut des JKI in Berlin fortgesetzt.  
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6. Angaben zu voraussichtliche Nutzen und Verwendbarkeit der Ergebnisse 
Ein Schwerpunkt des Projektes waren Untersuchungen zu einer zuverlässigen Diagnose von 
bekannten latenten Apfelviren (ASPV; ASGV; ACLSV) sowie die Charakterisierung eines unbekannten 
pfropfübertragbaren Erregers der Gummiholzkrankheit (ARW) an Apfel, gefolgt von der Entwicklung 
einer Labordiagnose. Folgende Ergebnisse sind relevant für diagnostische Zwecke: 
a) Optimierung neuer Methoden zur Extraktion von Nukleinsäuren: Protokolle zur Total‐RNA‐ und 
dsRNA‐Extraktion wurden erfolgreich optimiert.  
b) Entwicklung bioinformatischer Abläufe mit Filterung von pathogenen von nicht‐pathogenen 
Sequenzen aus NGS Daten. Zwei verschiedene bioinformatische Abläufe wurden entwickelt: 1) für de 
novo Assembly des Transkriptoms aus total RNA und 2) für de novo Assembly für NGS Daten aus 
dsRNA. 
c) Aus den Versuchen zur Charakterisierung eines unbekannten pfropfübertragbaren Erregers der 
Gummiholzkrankheit (ARW) ergaben sich Hinweise auf einen Zusammenhang mit einen Erreger der 
Gattung Phlebovirus in der Familie der Bunyaviridae. Die zwei Viren, welche vorläufig als Apple 
rubbery wood associated virus ‐1 ( ARWaV‐1) und ARWaV‐2 bezeichnet werden, konnten per PCR in 
verschiedenen mittels biologischer Indikatoren als ARW erkrankt angesehener Herkünfte aus 
Deutschland sowie Kanada gefunden werden. Diese Analysen werden in 2017 in Zusammenarbeit mit 
den Bundesländern fortgesetzt. Ziel ist möglichst kurzfristig eine PCR Diagnose bereitzustellen.  
d) Die umfangreichen Sequenzdaten aus den total RNA Extraktionen von Lord Lambourne, infiziert 
mit der Gummiholzkrankheit (ARW) sowie der positiven Kontrolle stehen für weitergehende 
bioinformatische Zwecke zur Verfügung. Hierauf erfolgte ein Hinweis in der Publikation aus dem 
Projekt: Analysis of the apple rubbery wood disease by next generation sequencing of total RNA 
V. Jakovljevic & P. Otten & C. Berwarth & W. Jelkmann. European Journal of Plant Pathology, 2017. 
DOI 10.1007/s10658‐016‐1119‐z 
 
e)  Die neu bestimmten Sequenzen der latenten Apfelviren ASPV,  ASGV und ACLSV vergrößern die 
Datenbasis für diese hoch variablen Viren und erlauben mit den in Datenbanken hinterlegten 
Sequenzen eine verbesserte PCR Diagnostik. 
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7. Gegenüberstellung der ursprünglich geplanten zu den tatsächlich erreichten Zielen 
  ursprünglich geplant  Stand der Arbeiten und Ergebnisse 
1  Übertragungsversuche des ARW Erregers mit 
verschiedenen Cuscuta‐Arten von Apfelbäumen 
auf krautige Wirtspflanzen, u.a. Nicotiana 
occidentalis. 
 
Die Übertragungen wurden durchgeführt. 
Es konnte kein Pathogen auf den Test‐
pflanzen (N. occidentalis) nachgewiesen 
werden. Die PCR Versuche auf Apple 
rubbery wood associated virus ‐1 ( 
ARWaV‐1) und ARWaV‐2 blieben negativ.  
 
2  DNA Extraktionen aus Gewebe von 
Apfelpflanzen, Cuscuta und krautigen 
Wirtspflanzen 
Alle Methoden wurden bearbeitet, 
optimiert und werden weiter eingesetzt.  
3  Versuche und Optimierungen zu Rolling circle 
Amplifikation für die verschiedenen Einzel‐ und 
Doppelstrang‐DNA Viren 
Die Methode wurde an vorliegenden 
Kontrollorganismen aus Citruspflanzen 
erfolgreich erprobt und bei Apfel 
angewendet. Es ergab sich kein Hinweis 
auf ein Virus, welches auf einen Nachweis 
mit der Methode reagiert. 
4  NGS von klonierter dsRNA aus krautigen 
Wirtspflanzen nach Cuscuta‐Übertragungen von 
ARW‐infizierten Pflanzen einschließlich von 
Extraktionen aus den Ausgangspflanzen 
NGS wurden umfangreich durchgeführt 
und bioinformatisch bearbeitet. Aus 
diesen Versuchen konnte kein Pathogen 
ermittelt werden. Differentielle 
Expressionen von Genen sind feststellbar 
beim Vergleich von gesunden und 
kranken Pflanzen. Daten aus NGS (u.a. 
ARW‐ Genexpression, miRNAs), sollen 
weiter analysiert werden.   
 
5  Charakterisierung der gefundenen Viren und 
Entwicklung von PCR‐ Schnelltests für den 
Erreger des ARWs 
 
Mittels Bioinformatik (außerhalb des 
Projektes in internationaler Zusammen‐
arbeit in der Agrarforschung mit Kanada) 
ergab sich erstmals ein Hinweis auf Viren, 
assoziiert mit der Gummiholzkrankheit 
(ARW). Derzeit werden diese Viren 
(ARWaV‐1 und ARWaV‐2) mittels PCR in 
Dossenheim und bei CFIA in British 
Columbia, Kanada) getestet.  
 
6  Entwicklung einer full‐length PCR Methode für 
verschiedene Isolate des Apple chlorotic leafspot 
virus (ACLSV) 
Full‐length PCR Produkte konnten erstellt 
werden und können erfolgreich auf 
verschiedene Isolate angewendet 
werden.  
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7  Klonierung von ACLSV  full‐length PCR 
Fragmenten mittels Fusions‐PCR in 
Plasmidvektoren und Transformation von 
Agrobakterium 
Die Klonierungen erfolgten und werden 
im Rahmen einer Dissertation weiter 
bearbeitet. 
8  Herstellung weiterer infektiöser cDNA Klone von  
Apple stem grooving virus (ASGV) sowie Apple 
stem pitting virus (ASPV), dies aus Apfel, Birne 
und Quitten vor dem Hintergrund verschiedener 
Symptomausprägungen, u.a. bei ASPV von 
Steinfrüchtigkeit bei der Birne 
Die Klonierungen waren für das ASPV 
erfolgreich und werden im Rahmen einer 
Dissertation weiter bearbeitet. 
9.  Entwicklung von Inokulationstechniken für 
infektiöse cDNA‐Klone an Apfelsämlingen mittels 
„Biolistic Delivery System Helios Gene Gun“ 
sowie Agroinokulation 
Anstelle der beabsichtigten Inokulations‐
technik mittels Gene Gun wurde eine 
Infiltrationstechnik erfolgreich entwickelt. 
Es gelang im Rahmen einer das Projekt 
erweiternden Dissertationsarbeit neben 
N. occidentalis auch holzige Pflanzen 
(Apfel) mittels Agroinokulalation zu 
infizierern. Eine Publikation ist in 
Vorbereitung. Die neue Technik hat 
weitreichende positive Auswirkungen auf 
die künftigen Arbeiten mit viralen 
infektiösen Klonen an Obstarten, soweit 
diese Infektionen bislang nur an krautigen 
Indikatorpflanzen möglich waren. 
 
10.  Herstellung von Mischinfektionen der o.g. Viren 
durch Pfropfung nach Einzelinokulation mittels 
„Gene Gun“ einschließlich Kontrollen aus den 
Ausgangpflanzen aus denen full‐length PCR’s 
generiert wurden 
Mischinfektionen wurden durch 
Pfropfung erstellt und wurden bonitiert. 
Die erfolgreichen Infektionen der 
Apfelsämlinge sind bislang auf 
Einzelinfektionen beschränkt.  
11.  Hochdurchsatzsequenzierungen (NGS) aus 
mischinfizierten Pflanzen zur Ermittlung der 
Virusvariabilität 
NGS wurde erfolgreich aus Mischinfek‐
tionen über dsRNA durchgeführt und 
bioinformatisch ausgewertet. Dies in 
Zusammenarbeit mit EMBL Heidelberg. 
Neue Stämme von ASPV, ASGV und ACLSV 
wurden in silico gefunden.  
 
12.  Analyse der Fruchtsymptome auslösenden 
Isolate im Hinblick auf ihre Erfassung mittels in 
der Literatur publizierter Primer für ASPV, ASGV, 
ACLSV 
PCR Testen konnten nicht in allen Fällen 
die neue Stämme nachweisen und 
weitere PCR Tests sind erforderlich. 
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8. Zusammenfassung 
Im Projekt wurden verschiedene Methoden getestet um Fruchtvirosen und mit Apple rubbery wood 
(ARW) bzw. die Gummiholzkrankheit an Apfel und anderem Kernobst zu entdecken und mittels 
Labortests zu diagnostizieren. Hierzu wurden mit Kleeseide‐Arten (Cuscuta) Übertragungsversuche 
auf krautige Pflanzen (N. occidentalis) durchgeführt. Hierbei konnten weder Symptome auf N. 
occidentalis beobachtet werden, noch gelang es pathogenspezifische Nukleinsäuren zu ermitteln. 
Negativ verliefen auch Versuche zum unspezifischem Nachweis von zirkulären DNA Viren mittels 
Rolling circle amplification. Da diese Versuche keinen Hinweis auf ein mögliches Pathogen ergaben, 
wurden erhebliche Teile der weiteren Arbeiten auf Hochdurchsatzsequenzierung (NGS) von ARW und 
zu Mischinfektionen latenter Apfelviren durchgeführt. Hierbeit wurden neue Protokolle zur 
Extraktion von Nukleinsäuren im Rahmen der Optimierung von NGS Probenvorbereitungen etabliert.   
In NGS von ARW Proben wurden zu Ende des Projektes und in internationaler Zusammenarbeit mit 
einem Wissenschaftler der CFIA in Kanada zwei den Phleboviren nahe Verwandte Viren der Familie 
der Bunyaviridae als potenzielle ARW‐assoizierte Viren aufgefunden. Diese Viren wurden vorläufig als 
ARWaV‐1 und ARWaV‐2 bezeichnet. Umfangreiche PCR Tests laufen derzeit in Dossenheim und bei 
CFIA in British Columbia, Kanada, um die Assoziation mit der ARW zu verifizieren und geeignete 
Primer zu entwickeln. Zudem werden ab 2017 in Dossenheim umfangreiche Indikatortests im 
Freiland mit ARW Quellen aus Europa und Kanda aufgenommen. 
NGS Datenanalysen zeigten Änderungen in der Expression von Genen für die Ligninbiosynthese und 
von einigen miRNAs mit genregulatorischer Funktion. Um eine Verbindung dieser Änderungen in der 
Genxpression zu ARW Pathogenese zu prüfen, sind weitere Analysen mit meheren ARW Isolaten 
erforderlich. Die bioinformatischen Analysen von NGS Daten aus Mischinfektionen latenter 
Apfelviren identifizierten eine hohe Variabilität sowie neue Stämme von ASPV, ASGV und ACLSV. 
Einige dieser Stämme konnten mittels PCR nachgewiesen werden. Weitere Verbesserungen an PCR‐
basierten diagnostischen Arbeiten sind erforderlich. 
Versuche zur Optimierung der Kloningtechniken für infektiöse Vollängenklone wurden mit Apple 
chlorotic leafspot virus (ACLSV) erfolgreich fortgesetzt. Mit Vakuuminfiltration konnte eine 
kostengünstige neue Methode zur Inokulation von Apfelsämlingen mit viralen infektiösen ACLSV 
cDNA Klonen entwickelt werden.  
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